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新疆特色药材雪白睡莲可用于感冒发热、头痛咳

嗽、心悸不安、咽痛等疾病犤１犦，是消迪娜儿糖浆、祖卡木

颗粒等抗炎、抗病毒复方制剂的主要成分犤２犦。睡莲花发

挥药效的主要成分为黄酮、酚酸等，黄酮类成分烟花苷

含量较高，达 ０．３２％犤３犦。烟花苷化学名为山柰酚－３－
Ｏ－β－Ｄ芸香糖苷，存在于红花、睡莲等多种中药中，具
有抗氧化、抗炎、降血糖和保护神经等多种生物活性犤４－６犦。

睡莲花烟花苷对有刀豆蛋白Ａ和半乳糖胺致小鼠急性
肝损伤均有较好的保护作用犤７－８犦，其作用机制与其清除

自由基、抑制脂质过氧化及下调促炎细胞因子有关犤７犦。

本研究中采用过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）致 ＬＯ２细胞损伤模型观
察睡莲花烟花苷对肝细胞损伤的保护作用，为睡莲花及

烟花苷的深入开发提供参考。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器、试药与细胞
仪器：ＭｕｌｔｉｓｋａｎＧＯ型自动酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ

ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；ＢＡ２１０型倒置相差显微镜（德国
Ｍｔｉｃ公司）；ＢＣＤ－２７５ＴＭＢＣ型超低温冰箱（青岛海尔
股份有限公司）；Ｈｅｒａｃｅｌｌ型 ＣＯ２恒温培养箱（美国赛默
飞世尔公司）；ＫＳ１２型超净工作台（美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎ
ｔｉｆｉｃ公司）；ＨＨＷ４２０型电热恒温水浴锅（深圳市博大精
科技实业有限公司）；ＡＢ１０４－Ｎ型电子天平（上海梅特
勒托利多公司，精度为万分之一）；ＫＳ１２型离心机（美国
ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）。

烟花苷对Ｈ２Ｏ２致ＬＯ２细胞损伤的保护作用

姑丽巴哈尔·艾木都拉 １，张石蕾 ２，刘 涛 ２，姚雨含 ３，赵 军 ３△

（１．新疆医科大学药学院，新疆 乌鲁木齐 ８３００１１； ２．新疆医科大学公共卫生学院，新疆 乌鲁木齐 ８３００１１；
３．新疆维吾尔自治区药物研究所维吾尔药重点实验室，新疆 乌鲁木齐 ８３０００４）

摘要：目的 探讨雪白睡莲有效成分烟花苷对 Ｈ２Ｏ２致损伤 ＬＯ２细胞的保护作用。方法 取对数生长期的细胞，分为正常组和烟花苷干预
组，对于不同质量浓度的烟花苷培养液，采用 Ｈ２Ｏ２（０．６ｍｍｏｌ／Ｌ）体外诱导 ＬＯ２细胞损伤肝细胞，采用四氮唑（ＭＴＴ）比色法测定并计算
细胞活力。检测细胞上清液中谷氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）水平及丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和
一氧化氮（ＮＯ）含量，评价烟花苷对肝细胞损伤的保护作用。结果 给药２４，４８，７２ｈ后，烟花苷质量浓度在６．２５～１００μｇ／ｍＬ范围内对
正常人肝细胞 ＬＯ２无毒性作用，且细胞的存活率大于９０％；０．６ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２可改变 ＬＯ２细胞的形态结构，并抑制其活性；可提高细胞

ＡＳＴ和 ＡＬＴ水平，以及 ＭＤＡ和 ＮＯ含量，降低 ＳＯＤ活性；睡莲花烟花苷可拮抗 Ｈ２Ｏ２对 ＬＯ２细胞的损伤，并显著降低 Ｈ２Ｏ２致急性损伤
肝细胞的 ＡＬＴ和 ＡＳＴ的释放量及 ＭＤＡ和 ＮＯ的含量（Ｐ＜０．０５），提高 ＳＯＤ活力（Ｐ＜０．０５）。结论 雪白睡莲烟花苷对 Ｈ２Ｏ２致 ＬＯ２细
胞损伤有保护作用。
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中图分类号：Ｒ９３２；Ｒ２８５．５ 文献标识码：Ａ 文章编号：１００６－４９３１牗２０２０牘１５－００４２－０５

ＰｒｏｔｅｃｔｉｖｅＥｆｆｅｃｔｏｆＮｉｃｏｔｉｆｌｏｒｉｎｆｒｏｍ ＮｙｍｐｈａｅａＣａｎｄｉｄａｏｎＨ２Ｏ２－Ｉｎｄｕｃｅｄ
ＬＯ２ＣｅｌｌｓＤａｍａｇｅ

ＧｕｌｉｂａｈａｅｒＡＩＭＵＤＵＬＡ１，ＺＨＡＮＧＳｈｉｌｅｉ２，ＬＩＵＴａｏ２，ＹＡＯＹｕｈａｎ３，ＺＨＡＯＪｕｎ３

（１．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＸｉｎｊｉａｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｕｒｕｍｑｉ，Ｘｉｎｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ ８３００１１； ２．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＰｕｂｌｉｃＨｙｇｉｅｎｅ，ＸｉｎｊｉａｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，

Ｕｒｕｍｑｉ，Ｘｉｎｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ ８３００１１； ３．ＸｉｎｊｉａｎｇＵｙｇｕｒＡｕｔｏｎｏｍｏｕｓＲｅｇｉｏｎＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＭａｔｅｒｉａＭｅｄｉｃａ，Ｕｒｕｍｑｉ，Ｘｉｎｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ ８３０００４）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｏｓｔｕｄｙｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｎｉｃｏｔｉｆｌｏｒｉｎｆｒｏｍ ＮｙｍｐｈａｅａｃａｎｄｉｄａｏｎＨ２Ｏ２－ｉｎｄｕｃｅｄＬＯ２ｃｅｌｌｓｄａｍａｇｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ ＬＯ２
ｃｅｌｌｉｎｊｕｒｙｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＨ２Ｏ２（０．６ｍｍｏｌ／Ｌ），ａｎｄｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｗａｓｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｎｉｃｏｔｉｆｌｏｒｉｎｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐ．Ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ牗ＭＴＴ牘ａｓｓａｙｃａｌｃｕｌａｔｅｄｃｅｌｌｓｖｉａｂｉｌｉｔｙ．Ｌｅｖｅｌｓｏｆｇｌｕｔａｍａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＡＬＴ），ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓ
ｆｅｒａｓｅ（ＡＳＴ），ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ），ｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ），ａｎｄｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ（ＮＯ）ｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓｄａｍａｇｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｎｉｃｏｔｉｆｌｏｒｉｎｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ６．２５－１００μｇ／ｍＬｈａｄｎｏｔｏｘｉｃｅｆｆｅｃｔｏｎＬＯ２ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ
２４，４８ａｎｄ７２ｈ，ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｗａｓａｂｏｖｅ９０％．０．６ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２ ｃｏｕｌｄｃｈａｎｇｅｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＬＯ２ｃｅｌｌｓ，

ｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｉｒａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ，ｉｎｃｒｅａｓｅＡＳＴ，ＡＬＴ，ＭＤＡａｎｄＮＯｌｅｖｅｌｓ，ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｏｆＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｎｉｃｏｔｉｆｌｏｒｉｎｃｏｕｌｄａｎｔａｇｏｎｉｚｅｔｈｅｄａｍａｇｅｏｆ
Ｈ２Ｏ２ｏｎＬＯ２ｃｅｌｌｓ，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｔｈｅＡＬＴ，ＡＳＴ，ＭＤＡａｎｄＮＯｌｅｖｅｌｓ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｉｍｐｒｏｖｅＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ
Ｎｉｃｏｔｉｆｌｏｒｉｎｆｒｏｍ ＮｙｍｐｈａｅａｃａｎｄｉｄａｈａｓａｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｎＨ２Ｏ２ ｉｎｄｕｃｅｄＬＯ２ｃｅｌｌｓｄａｍａｇｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｎｙｍｐｈａｅａｃａｎｄｉｄａ；ｎｉｃｏｔｉｆｌｏｒｉｎ；Ｈ２Ｏ２；ＬＯ２；ｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓｄａｍａｇｅ；ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔ



４３

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２０年８月５日 第２９卷第１５期
Ｖｏｌ．２９牞Ｎｏ．１５牞Ａｕｇｕｓｔ５牞２０２０

·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ

试药：烟花苷（ｎｉｃｏｔｉｆｌｏｒｉｎ，含量大于９８．０％，由新疆
维吾尔自治区药物研究所药物合成室自制）；胎牛血清

牗ＦＢＳ，ＢＩ公司，批号为 １８０５１７２）；ＲＰＭＩ－１６４０培养基
（批号为 ＡＤ２２７９７２６３），磷酸盐平衡生理盐水（ＰＢＳ，批
号为 ＡＤ１５８０５３１４），胰蛋白酶（批号为 Ｊ１７００４８），双抗
溶液（批号为Ｊ１７００４９），均购自美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；溴化
二甲噻唑二苯四氮唑（ＭＴＴ，Ｃｏｏｌａｂｅｒ公司，批号为
ＣＭ２８１５２１１４）；二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ，Ｖｅｔｅｃ公司，批号为
ＷＸＢＣ５２６９Ｖ）；谷氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天门冬氨酸
氨基转移酶（ＡＳＴ）、丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）、一氧化氮（ＮＯ）和总蛋白定量（ＢＣＡ）检测试剂盒
（南京建成生物工程研究所，批号分别为 ２０１９０１１０，
２０１９０１０９，２０１９０６１４，２０１９０１１１，２０１９０１０８，２０１９０４０８）；
过氧化氢（Ｈ２Ｏ２，分析纯，北京益利精细化学品有限公
司）；其他试剂均为国产分析纯。

细胞：人正常肝细胞（ＬＯ２细胞）由新疆医科大学中
心试验室提供，经本实验室传代后液氮保存。

１．２ 方法
１．２．１ 试药准备

ＭＴＴ溶液制备：取ＭＴＴ２５ｍｇ，精密称定，加入预先
装有５ｍＬＰＢＳ溶液的烧杯中，使其充分溶解，０．２２μｍ
微孔滤膜过滤，除菌，分装于无菌ＥＰ管中，－２０℃冰箱
避光保存。

药液制备：取烟花苷 １０ｍｇ，精密称定，加 ０．０１ｍＬ
ＤＭＳＯ和０．９ｍＬＰＢＳ，配成１０ｍｇ／ｍＬ的母液，用０．２２μｍ
微孔滤膜过滤，除菌，４℃保存，临用前加培养液稀释至
实验所需的终浓度。

１．２．２ 正常肝细胞培养和传代

细胞复苏：将冻存的 ＬＯ２细胞从 －８０℃低温冰箱
或液氮罐中取出，放到预先加热好的 ３７℃恒温水浴箱
中，快速振摇至冻存的细胞充分溶解，将含有细胞悬液

的冻存管置离心机中，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，弃上清
液，加入 １～２ｍＬＤＭＥＭ完全培养液（含 １０％ＦＢＳ与
１％双抗的ＲＰＭＩ－１６４０培养基），轻轻吹打细胞，混匀，
移至培养瓶，培养瓶中再加入 ３～４ｍＬ完全培养液，混
匀，置５％ＣＯ２培养箱，３７℃条件下培养。

细胞培养传代：待细胞约生长至７０％～８０％时，将
长满细胞的培养瓶中的培养液完全吸去，尽量吸取干

净，但不触碰培养皿底。其后用加入 ２～３ｍＬＰＢＳ洗涤
细胞１～２次（动作轻柔，以免将细胞直接从瓶底冲刷下
来，引起细胞的损伤及破裂），加入 １ｍＬ０．２５％胰酶进
行消化，置倒置相差显微镜下观察，当细胞的形态缩小

呈现圆粒状时，轻轻吹打细胞，再加入２ｍＬ完全培养液
终止胰酶的消化作用，１０００ｒ／ｍｉｎ行离心 ５ｍｉｎ，弃去

上清液，加入 １～２ｍＬＤＭＥＭ完全培养液，移液枪匀速
吹打离心后的细胞团块，动作轻柔，均匀吹打，按稀释比

例转移到新的培养瓶中，以常规培养条件培养。一般约

２～３ｄ传代 １次，细胞按 １／５～１／４比例传代（取对数
生长期的细胞用于正式实验）。

细胞冻存：取预先配制好的冻存液（将ＤＭＳＯ０．１ｍＬ
与 ０．９ｍＬＦＢＳ混匀，现配现用）备用。采用离心方法收
集细胞，加１ｍＬ冻存液，用吸管进行轻打后移至无菌冻存
管中，封口，进行标注，置－４℃冰箱３０ｍｉｎ，移至－２０℃
冰箱 ３０ｍｉｎ，以细胞完全冻住为标准，立即将细胞置
－８０℃冰箱中，２４ｈ后将细胞转移到液氮罐中。
细胞计数：消化细胞制成细胞悬液。将血球计数板

及盖片擦拭干净，并将盖片盖在计数板上。吸取细胞悬

液 １０μＬ，滴加在盖片边缘，使悬液自然充满盖片和计
数板之间。静置 １ｍｉｎ，镜下观察，计算计数板 ４个大格
细胞总数，压线细胞只计左侧和上方，不计右侧和下方。

按以下公式计算。细胞悬液细胞数（ｍＬ）＝４个大格细胞
总数／４×１０４。
１．２．３ ＭＴＴ法测定细胞活性

取处于指数生长期的ＬＯ２细胞，加入适量０．２５％胰
蛋白酶消化约２ｍｉｎ。用完全培养液（含１０％ＦＢＳ与１％双
抗的 ＲＰＭＩ－１６４０培养液）调成细胞密度为 ５×１０４／ｍＬ
的细胞悬液，接种于９６孔板，每孔１００μＬ。分为空白组、
正常对照组牗Ａ组牘和不同剂量烟花苷组（Ｃ１，Ｃ２，Ｃ３，Ｃ４，
Ｃ５组，烟花苷质量浓度分别为 ６．２５，１２．５，２５，５０，
１００μｇ／ｍＬ牘，每组设 ６个复孔，细胞贴壁后，弃去旧的
培养液，更换新的培养液；Ｃ组继续在 ３７℃及 ５％ＣＯ２
培养箱中培养 ２４，４８，７２ｈ后，取出培养板；每孔加入
５ｍｇ／ｍＬ的ＭＴＴ１０μＬ，混匀，继续培养４ｈ，弃上清液，
每孔加入１００μＬＤＭＳＯ，震荡１０ｍｉｎ，使结晶充分溶解均
匀。采用酶标仪于４９０ｎｍ波长处测定每孔的吸光度（Ａ）
值，重复３次，计算。细胞存活率牗％牘＝（ＯＤ实验组－ＯＤ空白孔）／
（ＯＤ正常对照组－ＯＤ空白孔）×１００％。
１．２．４ Ｈ２Ｏ２致ＬＯ２细胞损伤模型的建立

取处于指数生长期的细胞，加入适量 ０．２５％胰蛋
白酶消化，调成５×１０４／ｍＬ细胞悬液，接种于９６孔板，
每孔２００μＬ，２４ｈ后待细胞贴壁生长，弃上清液。分为空白
组、正常对照组牗Ａ组牘及模型组牗Ｂ１，Ｂ２，Ｂ３，Ｂ４，Ｂ５组，Ｈ２Ｏ２质
量浓度分别为 ０．４，０．６，０．８，１．０，１．２ｍｍｏｌ／Ｌ牘，每孔
２００μＬ，每组设６个复孔，继续在３７℃及５％ＣＯ２培养箱
中培养 ２，４，８，１２，２４ｈ，观察细胞生长状态。采用 ＭＴＴ
法测定ＬＯ２细胞活力，并计算细胞存活率。
１．２．５ 烟花苷对ＬＯ２细胞损伤的保护作用

取对数生长期的细胞，加入适量消化液消化，用
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组别

Ａ组

Ｂ组

Ｃ１组

Ｃ２组

Ｃ３组

Ｃ４组

Ｃ５组

给药剂量

（μｇ／ｍＬ）

６．２５
１２．５
２５
５０
１００

细胞存活率

（％）

１００．００±０．８３
４８．３１±６．２７＃

７５．５６±３．６２

７２．８２±７．３７

７１．１５±５．３９

７０．０３±３．８１

６８．７０±６．７６

ＡＳＴ
（Ｕ／Ｌ）

３．５３±２．２４
２６．２３±８．４５＃

５．７５±１．６８

５．５４±１．９６

５．２０±１．７０

５．５６±１．３３

５．２３±０．７５

ＡＬＴ
（Ｕ／Ｌ）

４６．４９±３．２３
９７．４０±８．０９＃

５０．１７±３．９５

４７．０４±５．８５

４６．８９±２．１４

４６．６８±２．５０

４７．３８±５．０４

ＭＤＡ
（ｎｍｏｌ／ｍＬ）

４０．４２±３．００
８６．３３±３．９５＃

６３．３７±２．２６

５９．９１±２．４７

５８．９２±３．９０

４７．４６±２．８８

４７．００±３．６６

ＳＯＤ
（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ）

２８２．０３±２．０３
１７２．８２±９．６２＃

２４２．１９±１．１４

２３７．７５±５．１７

２２６．０４±１５．９６

２２２．９８±８．９８

２１０．８５±１５．５０

ＮＯ
（μｍｏｌ／Ｌ）

１．３８±１．２７
３．２０±１．２２＃

１．６６±１．２３
１．６５±１．２０

１．６９±０．９５

１．８１±１．２９

１．８２±１．１４

组别

Ａ组

Ｂ１组

Ｂ２组

Ｂ３组

Ｂ４组

Ｂ５组

浓度

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

０．４
０．６
０．８
１．０
１．２

２ｈ
１００．００±０．２８
６４．０４±０．７０

６５．７９±０．９４

６３．０２±０．０９

５７．８６±０．３９

５３．４５±０．１２

４ｈ
１００．００±０．５８
６１．８２±０．１４

５７．８５±０．０７

５４．８６±０．１１

３８．６１±０．２１

３０．８０±０．１３

８ｈ
１００．００±０．４２
５８．７７±０．２０

４８．１３±０．１３

３６．９０±０．１２

３５．４４±０．１１

２８．６８±０．２０

１２ｈ
１００．００±０．４６
５５．３０±０．２４

５１．７６±０．２８

４９．６２±０．２５

３４．７９±０．２８

２５．０９±０．１６

２４ｈ
１００．００±０．２１
３０．０４±０．０８

２７．１６±０．０９

２３．６１±０．０６

２１．０３±０．２５

２１．４８±０．０６

组别

Ａ组
Ｃ１组
Ｃ２组
Ｃ３组
Ｃ４组
Ｃ５组

给药剂量

（μｇ／ｍＬ）

６．２５
１２．５
２５
５０
１００

２４ｈ
１００．００±０．１
１０４．３８±０．１０

１０４．３２±０．０６

１０３．９６±０．０５

１０３．１０±０．０７

１０２．６８±０．１２

４８ｈ
１００．００±０．１０
１００．３２±０．０７

９９．０８±０．１４

１００．７３±０．１５

１０２．０１±０．１２

９８．１３±０．０９

７２ｈ
１００．００±０．０５
１０２．４７±０．０２

１０４．７２±０．０２

１０３．０５±０．０４

１０４．１２±０．０７

９６．２２±０．１３

·实验研究·
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注：与正常对照组相比，Ｐ＞０．０５。表２同。

表１ 烟花苷对 ＬＯ２细胞活力的影响（Ｘ±ｓ）

细胞存活率（％）

表２ 不同浓度 Ｈ２Ｏ２处理 ＬＯ２不同时间的损伤（Ｘ±ｓ）

细胞存活率（％）

注：Ｂ组给予０．６ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２溶液。与Ａ组比较，＃Ｐ＜０．０５；与

Ｂ组比较，Ｐ＜０．０５。

表 ３ 烟花苷对 Ｈ２Ｏ２损伤 ＬＯ２细胞存活及肝功能、氧化指标的
影响（Ｘ±ｓ）

１０％ＦＢＳ与１％双抗的ＲＰＭＩ－１６４０培养液调成细胞密
度为５×１０４／ｍＬ的悬液，将细胞悬液接种于９６孔板中，每
孔２００μＬ，置３７℃及５％ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ后，待
细胞贴壁生长，弃上清液。设为正常对照组牗Ａ组牘、模型
组牗Ｂ组牘及不同剂量烟花苷组牗Ｃ１，Ｃ２，Ｃ３，Ｃ４，Ｃ５组牘
牗睡莲烟花苷质量浓度分别为 ６．２５，１２．５，２５，５０，
１００μｇ／ｍＬ，每孔２００μＬ）。Ａ组、Ｂ组加完全培养液，每
组设６个平行孔，继续培养２４ｈ；Ｃ组和Ｂ组给予Ｈ２Ｏ２溶
液，每孔２００μＬ（Ｈ２Ｏ２的终浓度为０．６ｍｍｏｌ／Ｌ）；Ａ组加完全
培养液，培养４ｈ；每孔加入５ｍｇ／ｍＬ的ＭＴＴ溶液２０μＬ，
混匀，继续培养４ｈ，弃上清液，每孔加入１５０μＬＤＭＳＯ，震
荡１０ｍｉｎ，使结晶充分溶解均匀。采用酶标仪于４９０ｎｍ波
长处测定每孔吸光度值（重复３次），计算细胞存活率。
１．２．６ 细胞上清液肝功能及氧化指标测定

取对数生长期的细胞，加入适量消化液消化，用

１０％ＦＢＳ与１％双抗的ＲＰＭＩ－１６４０培养液调成细胞密
度为５×１０４／ｍＬ的悬液，将细胞悬液接种于６孔板，每孔
２．０ｍＬ，置３７℃及５％ ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ，待细胞
贴壁生长，弃上清液。分组同１．２．５项。Ａ组、Ｂ组加完全培
养液，每组设６个平行孔，继续培养２４ｈ；Ｃ组和Ｂ组给予
Ｈ２Ｏ２溶液，每孔２００μＬ（Ｈ２Ｏ２的终浓度为０．６ｍｍｏｌ／Ｌ）；
Ａ组加完全培养液（每孔２ｍＬ），每组设６个复孔，继续
培养 ４ｈ，观察细胞生长状态，按试剂盒说明书操作，检
测ＡＬＴ，ＡＳＴ，ＭＤＡ，ＳＯＤ，ＮＯ水平。实验重复３次。
１．２．７ 细胞形态观察

用倒置相差显微镜观察细胞的形态及生长状况。

１．３ 统计学处理
采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件分析。计量资料以均数±

标准差（Ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ
分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 细胞毒性试验结果
与 Ａ组比较，Ｃ组作用 ２４，４８，７２ｈ时均对 ＬＯ２细

胞增殖无明显影响和毒性作用，细胞活力正常，差异无

统计学意义（Ｐ＞０．０５），表明此质量浓度范围内对ＬＯ２
细胞无毒，为安全剂量范围。详见表１。

２．２ Ｈ２Ｏ２致ＬＯ２细胞损伤模型
ＭＴＴ检测结果显示，随着 Ｈ２Ｏ２浓度的增高，ＬＯ２

细胞活力逐渐降低。与 Ｂ组比较，Ａ组细胞贴壁生长
正常，细胞大小均匀，胞浆丰富；与Ａ组比较，Ｂ组浓度
在 ０．４～１．２ｍｍｏｌ／Ｌ范围内对 ＬＯ２细胞均造成明显
损伤（Ｐ＜０．０５），其中０．６ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理 ＬＯ２细胞
４ｈ后，造成的细胞损伤在 ５０％～６０％，细胞皱缩变
圆，部分细胞脱落，细胞碎片较多，适合造模条件，详

见表 ２。故选择 ０．６ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理 ＬＯ２细胞 ４ｈ
建立 Ｈ２Ｏ２损伤 ＬＯ２细胞模型以探讨睡莲花烟花苷的
抗氧化保肝作用。

２．３ 烟花苷对Ｈ２Ｏ２致ＬＯ２细胞损伤的保护作用
与 Ａ组比较，Ｂ组细胞存活率下降（Ｐ＜０．０１）。与

Ｂ组比较，睡莲花烟花苷质量浓度为 ６．２５，１２．５，２５，
５０，１００μｇ／ｍＬ时均能显著提高ＬＯ２细胞的存活率，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），能显著降低 Ｈ２Ｏ２导致的
细胞活力下降，详见表 ３。在倒置相差显微镜下观察发
现，Ａ组细胞生长状态良好，贴壁较牢，细胞间连接紧
密，边界清楚，大小均匀；Ｂ组细胞数量明显减少，细胞
边界不清，甚至损伤破裂，有细胞脱落；与 Ｂ组相比，Ｃ
组细胞数量和形态明显改善，基本接近Ａ组，详见图１。

２．４ 烟花苷对Ｈ２Ｏ２损伤ＬＯ２细胞肝功能及氧化指标的影响
结果见表３。与Ａ组比较，Ｂ组可明显提高ＬＯ２细胞上
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Ａ Ｂ Ｃ

Ａ．正常对照组 Ｂ．模型组牗Ｈ２Ｏ２终浓度为０．６ｍｍｏｌ／Ｌ牘 Ｃ－Ｇ．烟花苷组（６．２５，１２．５，２５，５０，１００μｇ／ｍＬ）

图１ 细胞形态图（×１００）

Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ

清液中ＡＳＴ和ＡＬＴ的水平，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
与 Ｂ组比较，烟花苷能明显降低细胞上清液中 ＡＳＴ和
ＡＬＴ的水平（Ｐ＜０．０５）。与 Ａ组比较，Ｂ组 ＬＯ２细胞上
清液中ＭＤＡ和ＮＯ含量升高，ＳＯＤ含量降低（Ｐ＜０．０５）；
与 Ｂ组比较，Ｃ组 ＬＯ２细胞上清液中 ＭＤＡ和 ＮＯ含量
降低，ＳＯＤ含量升高（Ｐ＜０．０５）。
３ 讨论

在正常生理情况下，体内的氧化还原反应保持着平

衡状态，氧自由基和抗氧化系统是维持平衡的重要因

素。氧自由基大量产生或抗氧化系统功能减弱，均会导

致组织细胞的抗氧化损伤。Ｈ２Ｏ２是体内最常见的一种
氧自由基，在多种组织损伤中起着关键作用。本研究中

以 ＬＯ２肝细胞为研究对象，通过药物对正常细胞及损
伤细胞增殖、形态及生化指标的影响，体外肝毒性通常

表现在ＬＯ２细胞活力下降、细胞形态受损、细胞膜受损通
透性增加，评价其防治肝损伤的作用及作用机制犤９－１０犦。

采用 ０．６ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２作用于 ＬＯ２细胞后，引起 ＬＯ２
细胞的氧化性损伤犤１１－１３犦，细胞膜和细胞结构遭到破坏，

导致其清除自由基能力下降，肝细胞损伤进一步加重，

细胞悬液中 ＡＬＴ和 ＡＳＴ水平显著上升，细胞内过氧化
酶 ＳＯＤ活性明显下降犤１４－１６犦，脂质过氧化产物ＭＤＡ和
ＮＯ量显著增多。烟花苷对 Ｈ２Ｏ２致 ＬＯ２细胞损伤有较
好的保护作用，能显著改善细胞的形态和结构，明显降

低细胞 ＡＬＴ和 ＡＳＴ的水平，并能明显提高损伤细胞的
ＳＯＤ活性，显著减少 ＭＤＡ和 ＮＯ的含量，减轻 Ｈ２Ｏ２对
ＬＯ２细胞的损害。

综上所述，烟花苷可通过提高抗氧化功能，减轻膜

脂质过氧化而发挥对肝细胞损伤的保护作用。睡莲花烟

花苷对 Ｈ２Ｏ２导致的肝细胞损伤有一定保护作用，为烟

花苷的安全应用提供了理论依据。
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烟酸又名尼古酸，属 Ｂ族维生素，具有降低低密度
脂蛋白和极低密度脂蛋白、升高高密度脂蛋白、抑制血栓

素Ａ２和升高前列环素的作用，广泛用于临床，可用于缺血
性心脏病、心肌梗死和心绞痛，常见不良反应有皮肤潮红、

瘙痒，可出现恶心、呕吐、腹泻等胃肠道症状并加重溃

疡，偶见荨麻疹、蚁走样症状和轻度肝功能损害犤１－２犦。注

射用烟酸有关的过敏性休克报道较罕见，本研究中分析

了我院发生的２例注射用烟酸致过敏性休克罕见病例，
为临床安全用药提供参考。现报道如下。

１ 临床资料

病例１：女，５６岁，因“反复胸闷、心悸２月，加重７ｄ”
于 ２０１９年 ３月 ２日收入心血管内科，体温 ３６．６℃，心
率 ７０次 ／分，呼吸 ２０次 ／分，血压 １５３／７７ｍｍＨｇ
（１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ），支气管激发试验阳性，入院诊断
为冠状动脉粥样硬化性心脏病牗简称冠心病牘、不稳定型
心绞痛、高血压、支气管哮喘和鼻炎，否认药物食物过敏

史。给予静脉输注０．９％氯化钠注射液２００ｍＬ＋丹参多酚
酸盐粉针２００ｍｇ、０．９％氯化钠注射液１００ｍＬ＋复合辅酶
４００Ｕ、０．９％氯化钠注射液１００ｍＬ＋注射用烟酸（吉林津升
制药有限公司，国药准字Ｈ２００４０２４６，批号为２０１９０１０７，
规格为每支２５ｍｇ）７５ｍｇ，每日１次。３月３日１０：１７，首
次输入注射用烟酸约 ４ｍｉｎ（液体约 １０ｍＬ）后，患者自
述心慌、喉部梗阻，护士立即停止输液，重新建立静脉通

道，行心电监护、吸氧（２～３Ｌ／ｍｉｎ），心电监护示交界性
逸搏心律，心率４５次／分，血压６８／４２ｍｍＨｇ，血氧饱和
度９５％，考虑过敏性休克，立即遵医嘱静脉注射阿托品
１ｍｇ、肾上腺素１ｍｇ、地塞米松１０ｍｇ，复方氯化钠５００ｍＬ

静脉滴注。１０：２２，给予氢化可的松１００ｍｇ＋０．９％氯化
钠注射液 １００ｍＬ静脉滴注。１０：４０，心电监护示窦性心
律，心率 １２０次 ／分，血压 ７７／５６ｍｍＨｇ，再快速补充
复方氯化钠，多巴胺、去甲肾上腺素维持血压，患者

呼吸困难、心悸症状逐渐缓解。１１：００，心率 ９０次／分，
血压 １１９／６３ｍｍＨｇ，生命体征平稳。次日，以丹参川芎
嗪注射液替代注射用烟酸，其余药品继续使用，未再出

现相应症状。经积极治疗后，３月８日病情好转出院。
病例２：女，８９岁，因“反复胸闷，心悸６年，加重２０ｄ”

于 ２０１９年 ９月 ３０日收入心血管内科，主述有高血压
史，长期口服氯沙坦钾和氨氯地平，否认药物、食物过敏

史，体温 ３６．４℃，心率 ７９次／分，呼吸 ２０次／分，血压
１２５／６４ｍｍＨｇ，入院诊断为冠心病、不稳定型心绞痛、慢
性心功能不全、脑动脉供血不足、肺部感染、胸腔积液。

１０月 １日，医嘱重组人脑利钠肽 ０．５ｍｇ微泵输入、托
拉塞米２０ｍｇ静脉注射、注射用烟酸１００ｍｇ（吉林津升
制 药 有 限 公 司 ，国 药 准 字 Ｈ２００４０２４７，批 号 为
２０１９０３０９１）加入 ０．９％氯化钠注射液 １００ｍＬ静脉滴
注。１３：２５给予输注烟酸组，输注５ｍｉｎ后患者突发全身
湿冷、大汗淋漓，诉心悸、头晕不适，心电监护示心率

１５０次／分，呼吸 ２５次／分，血压 ６３／３２ｍｍＨｇ，血氧饱
和度 ９５％，立即停止烟酸组静脉滴注，建立静脉双通
道，给予静脉注射地塞米松磷酸钠注射液２．５ｍｇ、肾上
腺素 ０．５ｍｇ、多巴胺 ３ｍｇ，再以 ０．９％氯化钠注射液
１００ｍＬ加多巴胺１００ｍｇ快速静脉滴注，医护人员床旁
守护，积极抢救。２０ｍｉｎ后（即 １３：４５），患者诉心悸、头
晕症状减轻，测心率 １２０次／分，呼吸 ２１次／分，血压
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